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DERIVES PEPTIDIQUES DE L*<^-MSH ET LEUR APPLICATION 

La pr^sente invention a notamment des d6riv6s peptidiques de I'a- 

MSH ("MeIanoc)^e Stimulating Hormone"), presentes sous forme Lipoyl- 

Peptides, 

L'a -MSH et ses homologues ont fait I'objet de nombreuses 
5 publications, voire meme d'essais therapeutiques sans que cela se traduise 
par la realisation d*un medicament. 

La raison principale, est Textreme ubiquit6 de i' a-MSH en fonction 
des doses administr^es et des voies d'administration. 

En plus I'absence de relation doses/effets, (ce qui est le cas de 
10 nombreuses hormones peptidiques), complique s^rieusement son utilisation 
th^rapeutique. 

Les r6cepteurs cellulaires de V a-MSH et de ses homologues sont du 
type G et la transduction intra-cellulaire s'effectue selon le cycle de TAMP 
cyclique. L'activation de ces recepteurs cellulaires est sensiblement 
15 inversement proportionnelle aux doses d'hormones peptidiques, acceptees 
par les structures du recepteur membranaire. 

La pr^sente invention respose sur la recherche de structures 
peptidiques sp^ciflquement orient^es vers les activit6s anti-allergiques et 
anti-inflammatoires d'une part, et activatrices de la m^lanogenese d*autre 
20 part a Texclusion de tout autre effet pharmacologique notamment au niveau 
du systeme nerveux central, comme du syst^me nerveux pedpherique. 

Plus particuli^rement, la presente invention conceme un compost 
comportant une sequence peptidique comprenant au moins une sequence de 
4 acides amines prpyenant de Pa-MSH, les acides amines etant sous forme 
25 naturelle ou non, ladite sequence etant conjugu6e avec Pacide thioctique ou 
un derive de cet acide, sous forme des sels, esters ou amides correspondants. 

La sequence de Ta-MSH est la suivante : 

N-ac^tyl - Ser - Tyr - Ser - Met - Glu - His - 

Phe - Arg - Trp - Gly - Lys - Pro - Val - NH2 - 

30 Dans cette definition, comme dans ce qui va suivre, les acides 

amines peuvent etre sous forme D, L ou D,L et les formes non naturelles des 
acides amines correspondent a des derives, notamment substitu^s. 
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L'acide thioctique ou acide a-lipoi*que peut se presenter sous la 
forme oxydee : 




COOH 



ou sous forme de derive dihydrolipoique : 
SH SH 

I I 

10 CH2 - CH2 - CH - CH2 - CH2 - CH2 - CH2 - COOH 

Parmi les derives de cet aclde, U faut citer le derive N-lysine de la 
forme oxydee ou dihydro. 

Un des objets principal de la presente invention, est Tapplication 
therapeutique par voie topique (cutanee) des derives precedents, 

Ces composes sont des molecules capables de franchir la barriere 
cutan6e, et de presenter la fraction peptidique aux recepteurs cellulaires, en 
induisant une r^ponse biologique du type relation doses/efFets. 

Ces peptides de bas poids moleculairei dont les sequences d'amino- 
acides ont et6 modifies, sont li6s sous forme de sels, d'Esters ou d'amides a des 
groupements biochimiques actifs. jouant un r61e capital dans le cycle 
Tricarboxylique (au niveau des Mitochondries notamment). Ces cofacteurs 
sont les acides lipoiques ou thioctiques sous forme oxydee ou r^duite et leurs 
derives Lipoyl-Lysine, qui sont naturellement lies par covalence aux chaines 
polypeptldiques du systeme enzymatique cellulaire. 

Plus sp6cifiquement, la presente invention conceme des peptides 
de 4 a 6 acides amines li^s sous forme de Lipoyl-Peptides et de lipoyl-Lysyl- 
Peptides k activite anti-allergique, anti-inflammatoire et activateur de la 
milanogenfise. 
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Les composes selon Tinvention pr6sentent de preference la 
sequence peptidique componant au moins la sequence suivante : 
- His - Phe - Arg - 

dans laquelle Phe repr6sente la phenylalanine ou un d6riv6 halog6n6 de 
5 la phenylalanine, les acides amines pouvant fitre sous forme D, L ou D,L, et 
en particulier il peut s'agir de composes poss^dant la fonnule : 
[Up] X • His - Phe - Arg - Y 

dans laquelle 

lip est Tadde thioctique ou un de ses d^riv^s, 
10 X est Glu, OH ou NH2, 

Yest Trp-Gly-OH, 

Trp-Gly-NH2 

Trp-NH2 

Trp-OH 

15 Phe est homo Phe ou p-fluoro Phe, 

les acides amines 6tant sous forme D, L ou D,L 

Uinvention concerne tout particulierement les composes 

suivants : 

1 [(DL) Lip] Glu — His — D.homoPhe — Arg — Trp — Gly — NH2 
20 1 1 [(DH Up] Glu — His — D.homoPhe — Arg — Trp — Gly — NH2 

III [(DL) Lip] Glu — His — ParaHuoroPhe — Arg — Trp — Gly — NH2 

IV [(DL) lip] His — D.homoPhe — Arg — Trp ~ NH2 

V [N.Lipoyl-Lysine] Glu — His - D^homoPhe ~ Arg - Trp — Gly ~ NH2 

VI [N.lipoyl-Lysine] His ~ D.homoPhe - Arg - Trp - Gly - NH2 
25 VII [N.lipoyl-Lysine] His ~ D.homoPhe — Arg — Trp — NH2 

ainsi que les derives de ces molecules sous forme de sels d'esters ou 
d'amides. 

Dans les formulas, la position de I'acide thioctique correspond au 
derive ester ou amide, la fraction acide de Pacide thioctique assurant la 
30 liaison. 

Les sequences d'amino-acides mentionn^es prec6denunent peuvent 
6tre des sequences d'amino-acides naturels ou des sequences d'amino- 
acides non naturels. De meme dans certains cas il est possible que certains 
de ces amino-acides coraportent des fonctions par exemple ils sont 
35 glycosyles et/ou sulfates. 

II doit etre entendu que I'ensemble de ces formes est convert par la 
presente description. 
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La presente invention concerne ^galement des compositions 
pharmaceutiques ou dermo-cosmetiques comportant un compose tel que 
d^fini pr6c6demment. 

Les compositions pharmaceutiques peuvent etre sous forme 
5 administrable par voie orale ou parenterale, intrapgritoneale ou 
injectable notamment, mais de pr6f6rence sous forme administrable par 
voie topique exteme. 

Ces compositions peuvent €tre, notamment, sous forme de cr^me, 
spray ou lotion par exemple et comporter des excipients connus et 
10 eventuellement d'autres principes actifs. 

Les composes seion la presente invention sont utiles notamment 
dans la prevention et le traitement des allergies et des inflammations. 

Le Peptide III dont la sequence possdde en position 3 Tamino-acide 
paraFluoro Phenyl, est particuli^rement oriente vers una activite anti- 
15 allergique et anti-inflammatoire, par immunosuppression des Monokines 
(ILl, IL6,aTNF). 

Les compositions dermo-cosm^tiques sont de preference sous forme 
de solution, de lotion, d'emulsion ou de crSme utilisables en particulier 
comme accel6rateur de bronzage de la peau sans exposition aux rayons 
20 ultraviolets. 

Les Peptides II et IV dont les sequences possedent en position 3 et 2 
Tamino-acide D.homo Phenyl sont paniculierement orientes vers une 
stimulation des processus de m^lanogenfese et deactivation de la Tyrosinase. 
Les sequences Pq)tidiques selon la presente invention peuvent etre 
25 obtenues par Tun des procedes quelconques connus de Phomme de metier, 
notamment par des proc6dds de synthase chimique dans laquelle on peut 
integrer Pacide thioctique. Ba tout 6tat de cause compte tenu de la faible 
dimension des Peptides, la synthese chimique est tout a fait possible et 
permet d'obtenir des produits trfes purs. 
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Exemple 1 

Synthase du compost 1 

1 - [(DL) Up] Glu — His — D.homoPhe — Arg — Trp ~ Gly — NH2 

La synthase est realis6e par la m^thode de Merrifield en phase 
5 solide en utilisant une lysine MBHA et comme.groupement protecteur FMOC 
(fluorenyl m^thoxy carbonyl), 

Les derives d' acides amines utUises sont : 

FMOC Gly OH, 

FMOC Arg (Tos) OH. 

10 FMOC — Trp OH, 

FMOC D.homo.Phe OH. 

FMOC His (Trt) OH 

FMOC Glu chex) OH 

que Ton couple en utilisant le BOP comme agent de couplage. 
15 Chaque acide amin£ est utilise en exces (x2) ainsi que le BOP (x2) et 

chaque couplage est T€p6t6 2 fois. 

L'acide Lipoique est coupI£ de facon simiiaire, le groupement FMOC 
est 6Hminfi k chaque 6tape par la pip6ridine (20 % dans le 
dimethylf ormamide) . 
20 La d^protection finale est effectuee en deux Stapes : 

a) acide Trifluoroacetique (2 fois x 5 minutes) 

b) acide Fluorhydrique anhydre/p-Cresol 95,5 (45 minutes) 

Le compose brut obtenu avec un rendement de 78 % est repris dans u n 
melange eau/acide ac6tique 95,5 % et est ensuite lyophylise. 
25 Le compost 1 obtenu a une purete de 82 % (HPLC). 

100 mg de ce compost sont purifies par HPLC en utilisant une colonne CI 8 
On obtient 65 mg de produit pur. 

Temps de retention = 17,04 minutes dans les conditions suivantes : 
- colonne C8 (250 mm x 5 mm), detection UV 2 10 nm 
30 - solvant tampon phosphate Tri6thylamine - ac6tonitrile 10-60 % en 1 5 
minutes - debit 1,4 ml /minute. 
Analyse des acides amines : 

Glu 1,02 - Gly 1,01 - His 1,00 - Arg 0,94 - ahomo.Phe 1,03 - 
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Le Tryptophane n'a pas €t€ d6tennm6 car il se degrade lors de Thydrolyse 
adde. 

Spectre de masse (FAB +) 101 8,4/1 126,5 

5 Exemples 2 et 3 

En remplacant I'acide DL lipoique par Tacide DH lipoique, on 
obtient le compost 2 ; 

[DH lip] Glu - His -D.homoPhe - Arg - Trp - Gly - NH2. 

En remplacant FMOC D.homoPhe - OH par FMOC ParafluoroPhe - OH, 
10 on obtient le compose 3 : 

[(DL) Lip] Glu ~ His ~ ParaFluoroPhe - Arg - Trp - Gly - NH2. 

Exemple 4 

Svnthese du compose 4 
15 On op^re comme a 1 'exemple 1 pour preparer : 

[(DL) Lip] His D.homoPhe Arg Trp NH2 

Constantes physiques... 

F - 130"c - Temps de retention 19,72 miautes 

Colonne C18 "Nucl6osil" - UV - 279 nm 
20 Solvant TFA - 0, 1 % Ac6tonitrile 75/20 

debit - 1,2 ml/minute 

Analyse des acides amines 

His = 0,80 - Dh- Phe 1,1 1 Arg = 0.96 

Trp = non dose - Masse chimique - 887,18 

25 

Exemples 5 a 7 

En operant conune pr6c6demment, on obtient : 
compose 5 [N.Lipoyl-Lysine] Glu — His - D.homoPhe - Arg - Trp - Gly - NH2 
compost 6 [N.Llpoyl-Lysine] His - D.homoPhe - Arg - Trp - Gly - NH2 
30 compose 7 [N.Lipoyl-Lysine] His - D.homoPhe - Arg - Trp - NH2 
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Exemple 8 

Etude de I'activit^ im munosuppressive du derive compose 4 sur 
r inhibition de la syn thase de Tlnterleukine 1 "ILl" che?. la 
souris. 

5 U s^cr^tion de I'lLl est induite par I'administration parenterale de 

lipopolysaccharides "LPS" k la souris BALB/C. 

La liberation de lipopolysaccharides bacteriens lors des infections 
microbiennes, induit fortement la synthese et la liberation dans I'organisme 
des monokines Interleukines "1 ILl" Interleukine 6 "IL6" et du "Tumor - 
10 Necrosis - factor" a TNF qui sont reponsables des violentes reactions 
inflammatoires dont le choc septique. 
Materiel 

Le compose 4 (P-IV) est mis en solution dans du serum 
physiologique. II est dos6 quantitativement par spectrophotometrie a 280 nm 
15 (dosage du Tryptophane) ce qui permet un dosage precis du "P-IV" dans les 
solutions qui sont conservees a -25 ^ C. 

Lipopolysaccharides " LPS": 

Extraits d'Escherichia Coli serotype 0127 - B8 - "R6f. SIGMA - L3137" 
sont utilises a la concentration de 6 mg/ml daiis du s6rum physiologique. 
20 Animaux: 

Souris BALB/C - femelles - agees de 5 semaines en provenance de 
IFFA - CREDO soumises i une photop^riode de 12 heures de lumifere par 24 
heures eau et nourriture ad libitum 

M^thodes 

25 Deux techniques ont et6 mises au point pour realiser ce dosage : 

- Tune bas^ sur un traitement de 5 jours utilis^e pour demontrer 
I'activitfi anti-inflammatoire du PIV (appelee technique de "SHEEHAN") 

- Pautre bas6e sur un seul traitement, par consequent beaucoup 
plus rapide servira pour le contr61e de Pactivite du PIV (technique de 

30 "DAYNES") 

1- Technique de SHEEHAN 
a) posologie 

Trois posologies sont k P6tude : 
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- 1 ng de PIV dans 0,2 ml de s^rum physiologique (soit 5 ng/ml) 

- 0,5 ng de PIV dans 0,2 ml de serum physiologique (soit 2,5 ng/ml) 

- 0,1 ng de PIV dans 0,2 ml de serum physiologique (soit 0,5 ng/ml) 

b) Traitement des animaux 

n a et6 rdalisfi sur des souris reparties en cinq lots de 5 animaux : 

- un lot t^moin negatif 

- im lot temoin positif 

- trois lots PIV (un par posologie) 

Les animaux des lots temoins regoivent une injection de 0,2 ml de 
sinxm physiologique par voie sous cutanee, les animaux des lots PIV 
recoivent une injection du produit aux diverses posologies par voie sous 
cutanee. Ce traitement a lieu pendant 5 jours. 

c) Induction de I'lLl a 

Qjiarante huit heures apres le traitement par PIV on injecte par 
15 voie intrap6riton6ale une dose sublfithale de LPS (1,2 mg dans 0,2 ml de s6rum 
physiologique) a chaque animal des lots PIV et du lot t6moin positif. 

d) Obtention des seriims 

Cent quatre vingt minutes plus tard toutes les souris sont 
ponctionnees par les sinus retroorbitaires sur des tubes sees. Des que le sang 
20 coagule le caillot est d^colle. Le sang est centrifuge pendant 10 minutes k 
1800 g i la temperature de 10 ' C. 

Les scrums une fois prelev^s sont congeles a - 25 C 
2- Technique de DAYNES 

a) Posologie 

25 Trois posologies sont ^tudiees 

- 40 |ig de PIV dans 0,2 ml de s6rum physiologique - soil de 200 |Ag/ml 

- 25 ng de PIV dans 0,2 ml de s^rum physiologique - soit de 125 i*g/ml 

- 10 fig de PIV dans 0,2 ml de s6rum physiologique - soit de 50 |ig/ml 

b) Traitement des animaux 

II a ete realise sur les souris reparties en 5 lots de 5 animaux 

- un lot temoin negatif 

- un lot temoin positif 

- trois lots PIV (1 par posologie) 



30 
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Les animaux des lots t^moins recoiveni une injection de 0,2 ml de 
serum physiologique par vole intraveuneuse. 

Les animaux des lots PIV regoivent une injection du produit aux 
diverses posologies par voie intraveineuse. (Veine caudale) 
5 c) Induction de I'lLl a 

Immddiatemment apres, on injecte par voie intrap6ritoneale une 
dose subldthale de LPS (1,2 mg ans 0,2 ml de.s6rum physiologique) a chaque 
animal des lots PIV et aux lots temoins positifs. 
d) Obtention des serums 
3 Cent quatre vingt minutes plus tard toutes les souris sont 

ponctionnees par les sinus r^troorbitaires sur tubes sees. Des que le sang 
coagule le caillot est d6coll6. Le sang est centrifuge 10 minutes a 1800 g ^ la 
temperature de lO'C. Les serums une fois pr^leves sont congeles a - 25" C. 
3- Dosage de TILl a 
> L'lnterleukine 1 a contenue dans ces s6rums est dosee 24 heures 

apres le prel^vement avec le Kit de dosage EUSA ILl a murine {r€f. 1900 00 
GENZYME) 

- Description rapide du Kit : la methode utilis^e pour ce dosage est 
de type sandwich. 

I On utilise un premier anticorps monoclonal anti-ILl a murine 

On depose ensuite les erchantillons, puis on fait agir un second 

anticorps anti ILl a biotinyle. 

La revelation a lieu avec de I'avidine couplee a de la peroxydase. 

La reaction coloree utilise de la tetramethylbenzidine (TMB) 

La lecture se fait k 450 nm sur un lecteur de plaques MULTISKAN 

MCC 340 MKn (TTTERTEK) 

L^s resultats obtenus par la methode de SHEENAN sont rassembles 
dans le tableau 1 ci-aprds : 

Tableau 1 





VALEUR 
MOYENNE 

DU TEMOIN 
POSITIF 
(en pg/ml) 


POURCENTAGE D'ACTIVITE OU PIV PAR 
POSOLOGIE 




200 ng/ml 


125 ng/ml 


50 ng/ml 


ETUDE 1 


250 


-94 % 


-50 % 


-82 % 


ETUDE 2 


230 


-50 % 


-46 % 


-31 % 


ETUDE 3 


200 


-62 % 


-37 % 


-47 % 


ETUDE 4 


430 


-62 % 


-49 % 


-76 % 


ETUDE 5 


430 


-38 % 


-62 % 


-58 % 
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Les diminutions moyennes en IL 1 a obtenues par posologie, sont 
de I'ordre de 55 % (60 % i 200 jig/mi, 50 % ^ 125 ^g/ml et 50 % 50 \ig/m\) 
pour I'ensemble de cinq Etudes. 

L'ensemble des r6sultats obtenus confirment 1 'activity anti- 
5 inflammatoire de PIV, k travers son action inhibitrice de la synthase de ILla. 

En effet, avec les deux methodologies utilisees, on observe une 
diminution de la sjoithese de Tlnterleukine 1 a d'au moins 50 % par rapport 
au temoin. 

Cette activity anti-inflammatoire a ete completee d'une 6tude de 
10 ractivit6 immuno-suppressive du PIV vis a vis du Tumor Necrosis Factor a. 

Les resultats obtenus (-40%) confirment Tactivite suppressive du 
PIV sur la synthese des Interleukines IL 1 et a INF. 

On observe 6galement une protection des animaux traites ayant 
regu une dose l^thale de LPS : cette protection se traduisant par un retard du 
15 taux de mortality hautement significatif. 
Exemnle 9 

Inhibition de ractivite du TNF a par le Peptide PIV 
Materiel et methode 

On utilise les techniques de DAYNES decrites dans Pexemple 8. 
20 Technique de DAYNES 

a) Posologie 

Trois posologies sont a Tetude 

- 40 ng de PIV dans 0,2 ml de serum physiologique - soit de 200 ng/ml 

- 25 |ig de PIV dans 0,2 ml de serum physiologique - soit de 125 ng/ml 
25 - 10 |ig de PIV dans 0,2 ml de s&nxm physiologique - soit de 50 |ig/ml 

b) Traitement des animaux 

II a €t€ realise sur les souris r^parties en 5 lots de 5 animaux 

- un lot temoin negatif 

- un lot temoin positif 

30 - trois lots PIV (1 par posologie) 

Les animaux des lots temoins regoivent une injection de 0,2 ml de 
serum physiologique par voie intraveuneuse. Les animaux des lots PIV 
regoivent une injection du produit aux diverses posologies par voie 
intraveineuse. (Veine caudale) 



35 
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c) Induction de TNF a 

Immediatemment apr^s le traitement des souris, on injecte par voie 
intraperitoneale une dose subl^thale de LPS (1,2 mg dans 0,2 ml de serum 
physiologique) k chaque animal des lots et t^moin positif. 

d) Obtention des scrums 

auatre vingt dix minutes plus tard routes les souris sont 
ponctionnees par les sinus retroorbitaires sur tubes sees, Des que le sang 
coagule le caillot est dficoll6. Le sang est centifug6 10 minutes a 10 " C ^ 
1800 g. 

Les serums une fois preleves sont congel^ a - 25" C 
Etosage duTNFa 

Le TNF a contenu dans ces serums est dose 24 heures apres le 
pr^l^vement avec le Kit de dosage EUSA du TNF a murin (ref. 1509-00 
GENZYME) 

- Description rapide du Kit : la methode utilis^e pour ce dosage est 
de type sandwich. 

On utiUse un premier anticorps monoclonal anti-TNF a murin. 
On depose ensuite les echatillons puis on fait agir un second 
anticorps de chfevre anti TNF a. 

La revelation a lieu avec un anticorps d'Sne anti-immunoglobuline 

de chevre, marque k la perojQ^dase. 

La reaction color^e utilise To-phenylene-diamine (OPD), 

La lecture a lieu a 492 nm avec un lecteur de plaques (TITERTEK 

MKIIMCC340) 

Les resultats obtenus sont rassembles dans le tableau 2 ci-apr6s : 

Tableau 2 





VALEUR 

MOYENNE 
DU TEMOIN 
POSITIF 
(en pg/mlj) 


POURCENTAGE O'ACTIVITE DU PIV PAR 
POSOLOGIE 




200 (igAnl 


125 iigAnl 


50 |ig/ml 


ETUDE 1 


2600 


-41 % 


-26 % 


-31 % 


ETUDE 2 


4690 


-65 % 


-53 % 


-38 % 


ETUDE 3 


4690 


-52 % 


-45 % 


-42 % 


ETUDE 4 


4040 


-30 % 


-41 % 


-41 % 


ETUDE 5 


4360 


-42 % 


-34 % 


-31 % 
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Cette m^thodologie confirme les r6sultats moyens obtenus 
pr^c^demment. 

En effet, des diminutions moyennes en TNF a obtenues par 
posologie, sont de I'ordre de 40 % (46 % ^ 200 ng/ml, 40 % a 125 i»g/ml et 37 % 
5 kSO (tg/ml) pour Tensemble des cinq etudes. 

Exemole 10 

Etude de I'activit^ Antiallergioue des composes Peptidioues , par 
le test d'Hvpersensibilit^ de contact au DinitrnfluprobenzenP 
10 (DNFB) . 

Mati^riel et methode 

Compost 3 "Pin "Lots 1-2-3 

Compost 4 "PIV "Lots 4-5-6 

Des souris femeUes C57 BL/6JIC0, agdes de 5 semaines sont repanies 
15 en dix lots de dbc animaux (cinq par cage), avec libre acces 4 I'eau et k la 
nourriture, soumises k une photop^riode de douze heures de lumiSre par 
vingt-quatre heures. 

Les animaux des lots I k 6 recoivent quotidiennement et par 
application topique sur la peau rasee du dos, les produits k 6tudier, mis en 
20 solution dans du propylene glycol, sous un volume constant de 50 ^d et cela 
pendant cinq jours consecutifs. 

Posologie par souris et par iour 
Pm - lots 1 - 2 - 3 - 2,5 |ig - 0,5 ng - 0.1 Hg - souris/jour 
PIV - Lots 4 - 5 - 6 - 2,5 ng - 0,5 i»g - 0,1 |tg - souris/jour 
25 Les animaux du lot X servent de t^moins (ils recoivent seulement, 

50 ix! de propylene glycol par application topique pendant cinq jours). 

Au cinquiSnie jour, trente minutes aprfes la derniire application 
toutes les souris sont sensibilisees avec 25 ^1 de DNFB ( 2.4 - Dinitro - 1 
HuoroBenzene (FLUKA CHEMIKA PURUM a 97 % lot n° 33820890) k 2 % 
30 dans un melange 4 pour 1 d'acdtone (SDS ref 0510) et de triol6ine (FLUKA) 
appliqu^ par voie topique sur la region dorsale de peau rasee. 

Au sixieme jour, on proc^de k une nouvelle sensibilisation par 
application de DNFB. 
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Au onzi^me jour, T^paisseur des oreilles des souris, est mesuree a 
I'aide d'un micrometre (ROCH 0 a 25 mm au 1/100 mm) afin d'obtenir des 
valeurs de base, puis les oreilles sont stimulees par application topique de 20 
|ildeDNFBiO,8%i 

Au douzi^me jour, I'^paisseur des oreilles est k nouveau mesuree. 
On etablit la valeur moyenne de Tfipaississement des oreilles pour les souris 
des lots qui ont regu les produits a 6tudier, ainsi que pour les souris du lot 
t^moin. 

5 Le pourcentage de suppression ^ventuelle sera exprim^ par le 

calcul suivant : Zjl£rim 



Les resultats sont rassembles aux tableaux 3 a 6 suivants : 
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Tableau 5 
Resultats PIII 

Pourcentade de suppression de rhypersensibi(it6 de contact "DNFB" 





% de suppression par rapport au Lot Temoin 






selon la formule : 


T-E 

xlOO 

T 




LOT 1 (S1) 

2,5 (ig/souris/jour 


LOT 2 (S1) 

0,5 ng/soun's/jour 


LOT 3 (S1) 

0,1 ^g/souris^our 


OREILLE 
GAUCHE 


OREILLE 
DROITE 


OREILLE 
GAUCHE 


OREILLE 
DROITE 


OREILLE 
GAUCHE 


OREILLE 
DROITE 


-67.40 


-67,40 


-66.38 


-66.38 


-69,94 


-69.94 



Tableau 6 
Resultats Piv 



Pourcentag e de suppression de I'hvpersenslbillte de contact "DNFB" 
% de suppression par rapport au Lot Temoin 



selon la formule 



T-E 



•XlOO 



LOT 4 (S2) 

2,5 tig/souris^our 



LOT 5 (82) 

0.5 ng/souris/jour 



LOT 6 (S2) 

0.1 ng/souris/jour 



OREILLE 
GAUCHE 



■69.47 



OREILLE 
DROITE 



OREILLE 
GAUCHE 



-69,47 



■69.40 



OREILLE 

DROITE 



OREILLE 

GAUCHE 



-69,40 



-65.46 



OREILLE 
DROITE 



-65.46 
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PHI et PIV suppriment de fagon hautement significative - "67,90 % 
et 68,11 la r^aaion d'hypersensibilite cutan^e induite par administration 
de DiNitroFluoroBenzene dans les conditions exp^rimentales d^crites 
prtcSdemment. 

5 

Exemple 11 

Etude de ractivit6 anti>inflammatoire de PHI et PIV 
D ButdeP^tude : 

Mise en evidence de I'effet inhibiteur des peptides PIII et PIV sur 
10 la production par des fibroblastes stimulus par I'lL 1, d'un metabolite de 
I'acide arachidonique, la PGE2. 
2) Methodes : 

2-1 Culture de fibroplastes pulmonaires embryonnaires d'origine 

humaine : 

15 Nous avons choisi d'utiliser la souche ATCC MRC5 entretenue au 

laboratoire de fagon continue et deja testae par Cannon et al. (J. Immunol., 
1986). 

Apr^s un repiquage, les fibroplastes sont cultives dans des 
micropuits (plaque de 24 puits de 2 cm2, Falcon). L'iimoculum est de 30 000 
20 cellules par puits ; le milieu nutritif utilise est compose de RPMI 1640 (90 %) 
et de s6rum de veau foetal decomplemente (SVF, 10 %). Le milieu est chang6 
tous les deux jours jusqu'^ confluence des cellules. 

2-2 Mise en experience 

Les couches monocellulaires ainsi obtenues sont iavees puis 
25 pr^incub^es pendant 24 heures dans du milieu frais ne contenant que 1 % de 
SVF. Les substances k tester sont ajout^es au milieu k differentes 
concentrations comprises entre 10-6 et 10-4 M, Apres 20 minutes 
d'incubation en presence de ces composes, TILl recombinante humaine 
(Tebu, France) k la concentration de 5, 2,5 ou 0,5 ng/ml de milieu est mise en 
30 contact avec des cellules pendant 18 heures. 

A la fin de cette incubation les surnageants sont prelev6s et 
congelfis k -80' C jusqu'^1 Tanalyse. Les couches monocellulaires sont fix6es 
au methanol. 
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2-3 Dosage de PGE2 

Le dosage RIA est effectue selon la m^thode dicrite par Dray et al. 
(Europ. J. Invest. 1975). 3 series d'experiences en duplicate ont realis6es 
pour chaque concentration de produit etudi^ et pour les contrdles. Les 
r^sultats soni exprim^s en pg/^g d'ADR L'effet inhibiteur est exprime en 
pourcentage par rapport aux controles. 

Afin d'eviter toute erreur possible due au comptage en microscopie 
opiique, TADN a ete dose par methode fluorimetrique selon le protocole decrit 
par Brunk et al. (Analytical Biochem., 1979). 

Le tableau 7 ci-apres rassemble une lere serie d'essais sur la 
souche MRC5 

Tableau 7 



Action du Pill 



Echantillons Pill 


PQE2 pg/|ig d'ADN 


% d'inhibition 


IL1 : 2.5 ng 


389 ± 60 




+ PIII 10-»M 


179 ± 50 


53 


+ Pill 10-5 M 


232 ± 45 


40 


+ PIII10<M 


292 ±68 


24 


+ PII1 10-7 M 


364 ±68 


6 


+ Pill 108 M 


335 ±50 


13 


+ PHI 10-9 M 


320 ±43 


17 


IL1 : 0.5 ng 


288 ± 25 




+ PIII 1CHM 


113 ± 25 


60 


+ PII1 10-5 M 


176 ± 37 


38 


+ PIII 10-6M 


231 ± 55 


19 


+ PH1 10-7 M 


249 ± 60 


13 


+ PIN 108 M 


258 ± 35 


10 


+ Pill 10-9 M 

... 


364 ± 56 


pas d'jnhibition 
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On observe une bonne action inhibitrice de PHI avec rapport effet 
dose. Cette action ne depend pas de la concentration en ILL On n'observe pas 
d'action k partir de 10 -7M dans les deux cas. 

5 Tableau 8 

Action de PIV 



15 



20 



Echantlilons Piy 


PGE2 pg/mg d'ADN 


% d'Inhibition 


IL1 : 5 ng 


7576 ±310 




+ PIV10-4 M 


2964 ± 184 


60 


+ PIV10-S M 


4580 ± 230 


38 


+ PIV 10^ M 


4900 ± 340 


34 


+ PIV10-7M 


6150± 365 


17 


+ PIV 10^ M 


6142 ± 255 


17 


+ PIV 10-9 M 


5047 ±279 


32 



PIII et Prv possSdent un pouvoir inhibiteur de Paction de PILl et 

25 delaPGE2. 

Tres significative cette action pourrait gtre li€e k un blocage des 
recepteurs. 
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Exemple 12 

Etude de raction de P III et PVI sur la melanogenese de la souris 
aprfes rao Dlication topioue sous forme de cr^me dermioue 
f Technique de Warren 1 , 
5 Materiel et methode 

1) Mat6riel 

- Compose 3 PIII 

[(DL) Up] - Glu - His - ParaFPhe - Arg - Trp - Gly - NH2 

- Compost 6 PIV 

10 [N.Lipoyl ' Lysine] - His - ahomoPhe - Arg - Trp - Gly - NH2 

- Excipient dermique 66 
Lano - vaseline - Ac 

Huile de vaseline Pharmacop^e 
Cire d'abeille Etho>o^le 
15 Lanoline purifiee 

PEG-200 

R>rmules dermiaues 

Peptides PIII et PVI incorpores a raison de 5 % dans Texcipient 
dermique n* 66 
20 Animaux 

Souris DBA/2 IFFA - CREDO agees de 5 semaines 

2) Methodes 

• On delimite sur chaque animal une tonsure dorsale apres epilation 

• l£s produits k essayer sont appliqu6s par massage k raison de 2 applications 
25 par jour, de 50 |a1 de chaque preparation pendant 5 jours 

• Deux jours aprfes la demiere application, on sacrifie les animaux et on 
prelfeve des fractions de 50 mg environ de peau traitee. 

• Chaque preldvement est d^ss^ch^ par lyophilisation et pese 

• Les fragments de peau sont ensuite soumis k une hydrolyse enzymatique 
30 par la protease K pendant 72 heures a 45 ' C 

(Protease K Merck - 24.568) 

• On ajoute aux hydrolysats obtenus 500 \xl de Na2C03 et 20 nl de H202 ^ 35 % 

• On met k incuber 30 minutes a 80 C 
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• Apres refroidissement on ajoute k chaque echantillon 200/^1 de 
chloroforme / methanol (2 vol/1 vol) 

• On centrifuge k 10 000 g 

• On repartit la phase aqueuse (200 \d ) dans les puits d'une microplaque 
5 "NUNC" 

Dosage de la Melanine 

• Le dosage de la melanine s'effectue k 405 nm k I'aide d'un Multiskan - 
Titertek - MCC - 340, comparativement k une gamme eialon de m6Ianine 
Sigma M. 8631 

10 Resultats 

lis sont exprimes en pourcentage de melanine comparativement 
aux excipients consideres comme temoins 

I - Crtme P m - 5 10-5 M de PHI pour 50 jil de creme 

II - Cr^me PVI - 5 10-5 M de PVI pour 50 \il de crhme 
15 ni - Excipient 66 - comme temoin t 

Moyenne des resultats sur IS dosages 



20 



Echantillons 


% de Melanine en mg 


1 Creme Pill 
It Cr§me PVI 
III Excipient 66 - T6moin 


4 mg %de m6lanine 
71 m %de melanine 
0 mg % de melanine 



Tableau 9 
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Pourcentage de stimulation 

Q£ = quantity moyenne de m61aiiine par mg de peau - Echantillon 
QT - quantity moyenne de m^lanine par mg de peau - T6moin 

% de Stimulation - Q^'Q^ x 100 

or 

5 

La cr^me dermique contenant PVI administr^ par voie topique, 
induit de fagon hautement significative la synthase de la M61anine au niveau 
de I'epidenne (+71 %). 

Cette activity conforme k I'objet de la pr6sente invention est liee k 
10 la structure chimique de PVI qui contient des groupements N.Lipoyl - Lysine 
et D.homoPhenyl. 

La creme dermique dent la formule contient PHI administr^e par 
voie topique, n'a pas d'activite sur la stimulation de la Mdlanogen^se 
Epidermique, cette absence d'activitfi est liee a la presence dans la structure 
15 PIII du groupement "para.FluoroPhenyl" conformement a Tobjet de la 
presente invention. 

Ces resultats ont 6te confirm6s par une 6tude sur la Mflanog^nese 
selon la technique de "CLOUDMAN" par culture de melanocytes in vitro, en 
utilisant les cellules du mflanome de CLOUDMAN chez le rat. 
20 L'ensemble des resultats obtenus sont conformes a I'objet de la 

presente invention dont Tobjectif est la realisation de derives peptidiques 
actifs par voie Topique et dont les activit^s anti allergiques et ami 
inflammatoires peuvent etre separees de Tactivite sur la Melanogenese selon 
les applications envisag^es. 

25 

Exemple 13 

Etude co mparative de Tactivit^ des Lioovl-Peptides et de leurs 
structures peptidioues, sur rhvpersensibilit^ de contact au 
D.N.F.B. 

30 Materiel et m^thode 

La methode utilis6e est celle decrite pr6cedemment dans 
I'exemple 10. 
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Hypersensibilite de contact induite chez la souris par la 
Dinitrofluorobenzene -"D.N.B.F." 

Produits ^tudi^s 
Lot I : (DL) -lip - Glu - His - D.homoPhe - Arg - Trp - Gly - NH2 
5 Lot n : H - Glu - His - D.homoPhe - Arg - Trp - Gly - NH2 
Lot m : Temoin « Acide (DL) Upoique 

Solvant : le propylene Glycol prec^demment employe, comme temoin 
dansPexemple 10. 

Une mesure de l"activit6 du temoin sera effectuee pour chaque 
10 experimentation. 

Experimentation et posologie 
Lot I : Doses utilis^es 
1 = 1 fAg/souris/jour 
2= 10 |ig/souris/jour 
15 3 = 100 |xg/souris/jour 
Lot II : Doses utilis6es 
4=1 ng/souris/jour 
5 = 10 ng/souris/jour 
6=100 ng/souris/jour 
20 Temoin : dose utilisee "DL-Iipoic-Acide" = 10 ng par souris et par joun 

Au cinquieme jour, trente minutes apres la demifere application 
toutes les souris sont sensibilis6es avec 25 ^il de D.N.F.B. (2.4-Dinitro-l 
HuoroBenzene (FLUKA CHEMIKA PURUM a 97 % lot 33820890) a 2 % dans 
un melange 4 pour 1 .d»ac6tone (SDS r^f. 05510) et de trioleine (FLUKA) 
25 applique par voie topique sur la region dorsale de peau ras^e. 

Au sixieme jour, on procdde k une nouvelle sensibilisation par 
application de D.RF.B. 

Au onzifime jour, l'6paisseur des oreilles des souris, est mesurte k 
raide d'un micrometre (ROCH 0 a 25 mm au 1/100 mm) afm d'obtenir des 
30 valeurs de base, puis les oreilles sont stimuiees par application topique de 20 
|ildeD.RRB.a0,8 96. 

Au douzieme jour, Tepaisseur des oreilles est k nouveau mesur^e. 
On etablit la valeur moyenne de Pepaississement des oreilles pour es souris 
des lots qui ont regu les produits a etudier, ainsi que pour les souris du lot 
35 temoin. Le pourcentage de suppression eventuelle sera exprime par le calcul- 

suivant: : Iz^^^lOO 
T 
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Tableau 10 



SOURIS : HYPERSENSIBILlie DE CONTACT 
TABLEAU RECAPITULATIF LOT I 



5 


LOTS 


NdMBRE 

DE 
SOURIS 


SENSIBILISATION 


STIMULATION 


RESULTATS 


: MOYENNE 












Ore<lia gauche 


OretUe tfrolte 












Moyenne % 
Augmentation 


Moyenne % 
Augmentation 


10 


Lot i : 

too 
ng/souris/jour 


1 0 


Dos 
DNFB 2 % 


Oreilles 
DNFB 0,8 % 


11,66 


11,66 




Lot 1 : 

1 0 

ng/sourie/jour 


1 0 


Dos 
DNFB 2 % 


Oreilles 
DNFB 0,8 % 


12,95 


13,01 


15 


Lot 1 : 
1 

ng/8ourt8/|our 


1 0 


Dos 
DNFB 2 % 


Oreilles 
DNFB 0,8 % 


13,86 


13,86 




T^molns 


1 0 


Dos 
DNFB 2 % 


Orelltea 
DNFB 0,8 % 


56,34 


56,75 



20 



Tableau 11 

SOURIS LOT I 
HYPERSENSIBILITE DE CONTACT - DNFB 

25 



30 



% DE SUPPRESSION PAR RAPPORT AU LOT TEMOIN 

SELON LA FORMULE : ^^jrlOO 

T 


Lot 1 : 
100 ng/8( 


3urls/|our 


Lot 1 : 

10 ng/sour Is/Jour 


Lot 1 : 

1 ng/sourl8/|our 


Oreille 
gauche 


Oreitie 
droite 


Oreflle 
gauche 


Oreille 
droite 


Oreflle 
gauche 


Oreille 
drofte 


-76,30 


-79,45 


•77,01 


-76,90 


-75,40 


-75,58 
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Tableau 12 

SOURIS : HYPERSENSIBILire DE CONTACT 
TABLEAU RECAPITULATIF LOT li 



ONFB 



LOTS 


NOMBRE 
DE 


SENSIBILISATION 


STIMULATION 


RE8ULTATS 


: MOYENNE 


Oralil»(^aueh« 


Oreille dfolta 


Moyenne % 
Augmentation 


Moyenne % 
Augmentation 


Lot II : 
1 

ng/8ouri8/)our 


1 0 


Do8 
ONFB 2 % 


Orolll AO 

DNFB 0,8 % 


37,07 


37,07 


Lot II : 

10 

ng/8our Is/Jour 


1 0 


Dos 

DNFB 2 % 


Orelllee 
DNFB 0,8 % 


34,84 


34,84 


Lot II : 
100 
ng/sourl8/|our 


1 0 


D08 

DNFB 2 % 


Oreiltes 
DNFB 0,8 % 


43,10 


43,10 


LOT 

TEMOINS 


1 0 


Dos 
ONFB 2 % 


Orelllea 
DNFB 0,8 % 


58,92 


58,92 


Tableau 13 

SOURIS : HYPERSENSIBILITE DE CONTACT 


- DNFB 



10 



15 



20 



% DE SUPPRESSION PAR RAPPORT AU LOT TEMOIN 
SELON U FORMULE : ^^;rlOO 



Lot II : 

1 ng/8ourl8/|our 



Lot II : 

10 ng/80urls/|our 



Lot II : 

100 ng/8ouri8/]our 



Oreille 
gauche 

37,08 



Oreille 
droite 

37,08 



Oreille 
gauche 

40,83 



Oreille 
droite 

40,87 



Oreille 
gauche 

27,15 



Oreille 
droite 

27,15 
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R^sultats 

Lot I - Lioovl-Peptide - T 

. On observe 79 % de suppression de I'hypersensibUitd cutan6e k la 
dose de 100 ng/souris/jour. 

On observe ^galement une nette relation doses/effets entre les 
doses de 1 ng - 10 ng et 100 ng. 

Lot II - Peptide seiil 

On observe 40 % de suppression de I'hypersensibUitd cutan6e ^ la 
dose de 10 ng/souris/jour. 

Pour les doses de 1 ng et de 100 ng, la reponse suppressive est de 
I'ordre de 37,08 et 27,15 %, sans que I'on puisse observer une relation du type 
doses/effets. 

Lot t^moin - Acide lipoiaue seul 

On n'observe pas d'effet suppressif de i'hypersensibilite cutanee 
15 par administration de I'acide Upoique, en solution dans le Propylene - Glycol. 

Administr^s par voie topique et dans les conditions exp6rimentales 
ddcrites , la stucture "Upoyl Peptide" induit de fa?on hautement significative 
la suppression de I'hypersensibilite cutanfe chez la souris. 

20 Exemple 1 4 Pmh ryo - Toxicolof;ip 

Analyse qualitative et quantitative des effets de P TV .tur In 
differencia tion mdlanocvtaire en culture in vitro 
Echantillon k analyser - composd 4 = PIV 
Materiel biologioue 

25 Cellules embryonnaires isol6es en culture in vitro dans un milieu 

d6fini, purement salin (conditions standard de culture : 2 ml de 
milieu/culture). 

Le territoire embryonnaire est pr61ev6 (sur I'embryon de 
Pleurodele et sur I'embryon d'Axolotl) des la premiere etape de la 
30 m61anogen6se, immediatement apr^s I'induction melanocytaire. 

A ce stade precoce du d^veloppement embryonnaire, le bourrelet 
neural, qui vient de s'individualiser, renferme I'ensemble des precurseurs 
m^lanoblastiques. La mise en culture des cellules du bourrelet neural et du 
mesoderme sous-jacent permet de cocultiver (dans des conditions totalement 
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identiques) les m^lanoblastes avec differents autres pr^curseurs cellulaires 
appartenant k des categories varices ; neuroblastes myoblastes, cellules 
^pidermiques, fibroplastes, cellules m&enchymateuses. 

Ceci permet une ^tude cinitique comparative, sur le vivant, des 
5 effets de PIV sur les melanocytes et divers autres types cellulaires. 

Dur6e de la culture (culture primaire) :2k3 semaines k 20'C. 

La differenciation cellulaire apparait morphologiquement dfes le 
36me jour et est quasiment termin^e k 8-10 jours de culture. 

Traitements 
10 1* Essais dose/reponse 

Une gamme de concentrations de PIV a ete analysee : 

0,01 jig/ml ; 0,1 ng/ml ; 1 |ig/ml ; et 10 jig/ml 

0,01 jtg/ml :pas d'effet 

1 |Ag/ml : effet optimal sur la differenciation melanocytaire 
15 (suivant les criteres indiques dans "R6sultats") 

Sont done retenues pour ces travaux les 2 doses : 0,1 et 1 \ig/ml. 
2' Traitements 

1 seul traitement lors de Tensemencement des cellules en culture, 
Apres leur attachement (3 jours k 20*C) le milieu est remplace par du milieu 
20 ftais sans le Peptide PIV 

1 traitement lors de I'ensemencement et un 2gme traitement lors 
du changement de milieu. 

Resultats 

Effets d'prdre qualitatif 

25 1') EfFet stimulant de PIV sur la m61anog6nese 

2') Cet effet ne s'accompagne pas de ph6nom6nes de cytotoxicite. 
3°) Les autres categories cellulaires cultiv^es ne sont pas touch6es, leur 
morphologie et leur dfferenciation se d^roulent normalement, excepte celles 
des neurones qui presentent des prolongements neuritiques plus courts et en 

30 r6seau plus dense que chez les temoins. II est k remarquer que ces neurones 
sont issus de la crete neurale (bourrelet neural) et sont done les neurones a 
I'origine du systeme nerveux periph6rique. 
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4°) Aucun effet toxique ne se manifeste, Tensenible des cellules, autres que 
les m^lanoblastes, se differencient et evoluent comme les cellules temoins 
non trait^es. 

Analyses quantitatives 
5 L'effet suivant de PIV sur la mSlanog^ndse se traduit non 

seulement par une augmentation de la taille des mdanocytes (Cf. planche I et 
II) mais egalement : 

5") par une augmentation de leur nombre ; 

6") par une augmentation de la quantite de melanine biosynthetis^e. 

10 A - Effet stimulant de PIV sur la ra61anogen6se 

1") II est d'ores et deja important de souligner que les effets stimulants 
d^crits ci-apres se manifestent de fagon analogue apres 2 traitements ou un 
seul taitement (dans ce cas, les celliiles sont maintenues en presence de PIV 
pendant les seuls 2 premiers jours de culture, lorsqu'elles sont encore des 

15 m^lanoblastes morphologiquement indifferenci^s. 

U n'est done pas n^cessaire, pour avoir une stimulation optimale, de 
maintenir ces cellules en presence de PIV pendant toute la periode de leur 
differenciation. 

Ueffet stimulant de PIV s*est manifest^ de fagon tout a fait identique sur les 
20 cellules embryoimaires de Pleurodeles comme d'Axolod. 

2**) La differenciation phenotypique des melanocytes apparait plus 
rapidement dans les cultures trait6es (d6s le 2eme jour apr^s 
I'ensemencement) que dans les cultures temoins. 

3") La stimulation.de la mfilanogenese porte sur la taille des melanocytes qui 
25 s'accroit d'un facteur x 4 et meme x 5 apres 8 jours de culture pour un 
traitement par 1 |ig/mL 

4*) L'effet stimulant de PIV porte Egalement sur la quantite de melanine 
biosynth6tis6e. 

Deja la seule observation, sur le vivant, des melanocytes trait^s 
30 permet de constater qu'ils sont beaucoup plus sombres, malgre leur plus 
grande taille, que les melanocytes t6moins. 

Nous avons mis au point deux dosages de melanine : 

- par HPLC avec detection eiectrochimique 

- par spectrophotom^trie (par adaptation de la methode de TOMITA 
35 etal., 1990)a470nm. 
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La mise au point de ces dosages a ete effectuee a partir de solutions- 
standard de melanine (Sigma, r6f. M 8631) afin de definir la sensibilite 
comparative et e seuU minimal de detection par Tune et Tautre des methodes. 
Le Aig est le seul minimal dosable par spectrophotomfitrie, le ng est le seuil 
5 inf^rieur, dosable par HPLC- 

n est toutefois k remarquer que ces deux techniques, notamment le 
dosage spectrophotom6trique, sont utilisables puisque, pour nos cultures 
cellulaires, 15 explants embryonnaires associes en culture suffisent pour 
permettre une quantification (en spectrophotometrie), 

10 

Tableau 14 



20 





Cultures temoins 
(15 explants) 


Cultures trattees 
(15 explants) 


Stimulation 


lere experience 


830 ng/explant 


2120 ng/explant 


x2,5 


2eme experience 


950 ng/explant 


2150 ng/explant 


x2,3 


3eme experience 


1820 ng/explant 


2710ng/explant 


xl.5 


4eme experience 


1913 ng/explant 


4782 ng/explant 


x2.5 



U est a remarquer que les melanocytes trait^s ne presentent aucun 
signe apparent de cytotoxicite. De plus, ils ont une duree de vie equivalente 
celle des melanocytes temoins in vitro. 

30 

B - Effets de piv sur les autres categories cellulaires co-cultivees 
Cellules 6pidermiques ciliees et non cilices, cellules 
mesenchymateuses, fibroblastes : 
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- pas de proliferation cellulaire particuliere 

- pas d'effet stimulant sur leur dimension, leur dtalement... 

- pas d'effet cytotoxlque 

- pas de retard ni d'accelaration dans leur differenciation, ni leur 
5 comportement in vitro. 

Neuroblastes (origine embryonnaire du SNP) : 

- pas d'effet stimulant particulier sur le nombre des neurones, ni sur la taille 
des corps cellulaires (planche II, A), 

Effet siu- la morphologic du reseau neuritique : 
10 Tensemble, le reseau neuritique dans les cultures traitees est 

constitue de neurites plus courts ei plus disperses que les neurites temoins. 
Cette observation devra etre analysee plus fmement. 
Uensemble des observations et des quantifications ont 6te r6alisees 
sur plusieurs series experimentales afin de controler parfaitement la 
15 reproductibilite des ph6nomenes decrits. 



Exemple IS 

Effets des Peptides PI et PI V sur les cellules emhrvonnaires en 
culture in vitro... "Melanocvt es - Neurones - Cellules MusculairP.^ 
20 et Fibroblastes..." 

Materiel et methodes 

Les conditions experimentales mises en oeuvre sont les suivantes : 

- dose utilis6e 1 |ig/ml (d^finie par essais dose/reponse) 

- 1 seul traitemeni lors de Tensemencement des cellules ou plusieurs 
25 traitements successifs (renouvellement du milieu chaque 48 heures) 

- duree de culture : 6 a 8 jours 

- quantification 

1) Comptage des melanocytes 

2) Dosage de m^lanine par HPLC et/ou par spectrophotom^trie 
30 - Observation quotidienne des cultures 

- Ultrastructure en microscopie 61ectronique a transmission. 
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Effets stimulants de PI et de PIV sur la maanogenese 

Le traitement par le PI et le PIV des cellules embryonnaires 
pr6curseurs des melanocytes, stimule leur diff^renciation tant sur un plan 
qualitatif, que sur un plan quantitatif. Le nombre de melanocytes croit au 
5 minimum d'un facteur 2 par culture. 

La quantity de melanine biosyntWtisee par cellule croit ^galement 
d'un facteur equivalent (1,4 ng/cellule) apres hult jours de culture. 

Des essais pr61iminaires d'^tude en microscopie confocale avec le 
systeme SAMBA 2005 de TITN - ALCATEL montrent qu'il sera possible 
10 d*analyser les particules de melanine (melanosomes) elles-memes. 

Les formules peptidiques PI et PIV stimulent la diff^renciation des 
melanoblasres. II est important de souligner le resultat remarquable suivant : 
elles ne stimulent pas les cellules embryonnaires precurseurs non encore 
determinees dans la voie melanoblastique. Hies ne sont done pa$ des 
15 inducteurs et n'ont comme cible que le m61anoblaste : pas d'effet sur les 
cellules precurseurs ; effet stimulant sur les m61anoblastes d6}k induits). 
Analyse de la cvtotoxici te de PI et PIV 

- Neuroblastes 

Les deux formules peptidiques etudiees n'ont aucun effet, toxique 
20 ou stimulant, sur les neuroblastes ou les neurones. 

La taille des corps cellulaires, la longueur et le nombre de neurites, 
Tultrastructure et enfin la duree de vie des neurones trait^s sont Equivalents 
a ceux des neurones temoins. 

- Cellules gliales (astrocytes) 

25 Aucun effet toxique n'est observe sur les cellules astrogliales 

traites par PI et PIV qui se diff^rencient normalement et sans retard par 
rappon aux astrocytes temoins. 

- Myoblastes 

Ici encore aucun effet toxique n'est detecte meme a un niveau 
30 ultrastructural. 

Les myoblastes s'Etalent et se differencient sans retard et sans 
anomalie par rapport aux myoblastes -controle. 
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- Hbroblastes, mesenchyme 

Des r^sultats analogues sont obtenus : aucun effet toxique n'est 

observe. 

L'ensemble des travaux de cytologie et de biochimie sur les effets 
5 PI et PIV sur la melanogenese d'une part et sur la diff^rendation de diverses 
autres categories cellulaires d'autre part, d6montrent que : 

- Le PI et le PIV stimulent la m61anogen6se tant au plan quaUtatif qu'au plan 
quantitatif. 

- Le PI et le PIV sont sans effet stimulant sur les autres types cellulaires 
10 Studies : neurones, astrocytes, cellules musculaires, fibroplastes, ... 

- Le PI et le PIV n'ont pas d'effet cytotoxique sur ces diverses categories 
ceUuIaires qui se difffirendent et evoluent tout k fait normalement. 
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REVENDICATrON<? 

1) Compose comportant une sequence peptidique comprenant au 
moins une sequence de 4 acides amines provenant de I'a-MSH, les acides 
amines 6tant sous forme naturelle ou non, ladite sequence etant conjugu6e 

5 avec I'acide thioctique ou un d6nv6 de cet acide, sous forme de sels, esters ou 
amides correspondants. 

2) Compose selon la revendlcation 1, caract6rise en ce que la 
sequence peptidique comporte au moins la sequence suivante : 

- His - Phe - Arg - 

10 dans laquelle Phe repr6sente la phenylalanine ou un derive halogenfi de la 
phenylalanine, les acides amines pouvant &tre sous forme D, L ou DL 

3) Compose selon la revendlcation 2, caract^rise en ce qu'il 
presente la formule : 

[Lip] X - His - Phe - Arg - Y 

15 dans laquelle 

Lip est Tadde thioctique ou un de ses derives, 
XestGlu,OHouNH2, 
Vest Trp-Gly-OH, 
Trp-Gly-NH2 
20 Trp-NH2 
Trp-OH 

Phe est homo Phe ou p-fluoro Phe, 

les acides amines etant sous forme D, L ou DL 

4) Compose selon Tune des revendications 1^3, caracterise en ce 
25 que les d6riv6s de Pacide thioctique sont choisis parmi Pacide thioctique, 

Tacide dihydrolipoique et la N- lipoyHysine, 

5) Composfi selon Tune des revendications 1^4, caracterise en ce 
qu'il comporte au moins Tune des sequences suivantes : 

I [(DL) Up] - Glu — His ~ D.homoPhe — Arg — Trp — Gly — NHl 
30 1 1 I(DH Up] - Glu — His — D.homoPhe ~ Arg — Trp — Gly — NH2 

III [(DL) Up] - Glu — His - ParaFluoroPhe — Arg ~ Trp - Gly — NH2 

IV [(DL) Up] His — D.homoPhe ~ Arg ~ Trp — NH2 

V [ N.Upoyl-Lysine] - Glu - His - D.homoPhe - Arg Trp - Gly - NH2 
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VI [ N. Lipoyl-Lysine]- His — D.homoPhe - Arg — Trp - Gly - NH2 
Vn[ N.Upoyl-Lysine] - His — D.homoPhe — Arg ~ Trp — NH2 
ainsi que les ddrivds de ces molecules sous forme de sels d'esters ou d'amides. 

6) Compos6 selon Tune des revendications 1 kS, caract6ris6 en ce 
5 que certains acides amines sont glycosyles et/ou sulfates, 

7) Composition pharmaceutique comportant a titre de principe 
actif au moins un compost selon l*une des revendications 1 St 5. 

8) Composition selon la revendication 7, caract6risee en ce qu'elle 
est formulae pour fitre administr^e par voie orale ou intrap^riton&de. 

10 9) Composition selon la revendication 7, caracterisee en ce qu'elle 

est formulae pour etre administr^e par voie topique exteme. 

10) Composition selon Tune des revendications 7 ^ 9» caracteris6e 
en ce qu'elle est destinee au traitement des allergies et/ou des reactions 
inflammatoires. 

15 11) Composition dermo-cosmetique comportant au moins un 

compost selon I'une des revendications 1 a 6. 
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